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PROCEDE DE DETECTION DE SEQUENCES SPECZFZQUES D*ACIDES 
NaCLEIQUES ET SES APPLICATIONS « 

La pr6sente invention est relative k un pro- 

c6d6 de detection de faibles quantit6s d'acides 

5 nucl6iques obtenus par amplification, ainsi qu'i ses 

applications. 

L'une des premieres m6thodes d' amplification 

d6crites/ est la reaction de polymerisation en chalne 

(PGR), d6velopp§e par SAIKI R. et al. (Science^ 1985/ 

10 230 / 1350) . Cette technique permet notamment d' amplifier 

des sequences d'ADN double JDrin et est bas6e sur le 

fonctionnement cyclique d'une ADN polymerase/ laquelle 

enzyme est capable de copier un brin d'ADN, utilise comme 

matrice/ en un brin complement aire par elongation k par- 

15 tir de I'extremite 3* OH libre d'une amorce oligonucieo- 

tidique. 

La technique PGR consiste k effectuer n cycles 
successifs d' amplification/ au cours desquels deux 
amorces dirigent 1 'amplification de la sequence d'ADN 

20 double brin qu'elles encadrent. 

Un cycle d' amplification est compose de trois 
etapes permettant de realiser successivement la denatura- 
tion de I'ADN {95*C)/ 1 'hybridation des amorces (37-55*G) 
et 1' extension des brins d'ADN par une ADN polymerase. 

25 Les bases technologiques de la PGR reposent 

sur deux points fondamentaux : 

- 1' utilisation de deux amorces oligonucieoti- 
diques, I'une compiementaire du brin 7^N+/ 1' autre du 
brin ADN- et dont les extr6mites 3' sont en regard ; 

30 - 1 'utilisation repetitive de I'activite d'une 

ADN polymerase appropriee. 

La PGR permet alors 1 'utilisation/ dans des 
conditions adequates/ de toutes les sequences n6osynthe- 
tisees au cycle n, comme matrices pour I'ADN polymerase 

35 au cycle (n+1) . II en r6sulte une amplification exponen- 
tielle du nombre de sequences d'acides nucieiques cibleS/ 
en fonction du nombre de cycles / conformement k la courbe 
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d' amplification qui comprend une phase exponentielle 
la quantity Q de s6quences cibles obtenues peut §tre 
relive k la quantity Qo de sequences cibles initiales, au 
facteur d' amplification x et au norabre de cycles n, par 
la formule suivante : Q = Qo (1 + x)". 

La PCR permet ainsi d' amplifier, de mani^re 
exponentielle, des sequences d'acides nucl6iques dites 
cibles/ des milliers de fois. 

Cette technique d' amplification est plus par- 
ticulierement d6crite dans la_ Demande de Brevet europ6en 
CETUS 201 184, qui sp6cifie notamment que les deux 
amorces oligonucleotidiques raises en oeuvre dans la PCR 
sont de preference simple brin et doivent §tre suffisam- 
ment longues pour amercer la synthese du produit d'exten- 
15 sion en presence de I'ADN polymerase. 

Un certain nombre d' ameliorations ou de per- 
fectionnements k cette technique ont 6t§ proposes et 
notamment, pour eviter 1' addition d' enzymes k chaque 
cycle, une ADN polymerase pouvant resister k 100 'C, la 
20 Taq polymerase, decrite dans, la Demande de Brevet eu- 
ropeen CETUS 258 017, est ajout6e dfes le debut du proc6d6 
et permet de realiser un nombre important de cycles 
d' amplification consecutifs. La Taq polymerase a permis 
d'une part d'autoraatiser le proc6de d' amplification et 
25 d' autre part d'augmenter la specif icite de 
1' amplification. 

La PCR permet ainsi d'obtenir, sans clonage, 
une amplification considerable d'une sequence nucl6ique, 
dite sequence cible, done un enorme gain en sensibility. 
30 La sequence cible amplifiee est ensuite directement 
accessible k differents precedes d' analyse tel que le 
precede de dot-blot, 1 'eiectrophorese ou le s6quen(?age. 
Deux Demandes de Brevet (Demandes de Brevet europ6en 
CETUS n- 200 362 et n* 229 701) decrivent plus particu- 
35 lierement 1* association amplification-hybridation pour la 
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detection d'une sequence d'acide nucl6ique recherchfee 
dans un 6chantillon. 

Depuis, des variantes et/ou des perfectionne- 
ments, pour rendre l'6tape de detection des sequences 
5 amplifi6es plus ais^e, ont 6t6 proposes et concernent 
notamment les amorces et/ou les sondes utilis6es. 

L*un de ces perfect ionnements est 1 'utilisa- 
tion de deux sondes diff6rentes dont I'une^ marqufee, est 
dite sonde de detection et. dont 1' autre comprend un frag- 
10 ment ayant une affinity pour^ un autre composant et est 
dite sonde de capture [Brevet britannique 2 169 403, 
Brevet frangais 85 19394, KOHNE D. (American Clin. 
Review, nov. 1986), Brevet US 4 486 539, Demandes de 
Brevet europ6en 70685 et 70687). 
15 En variante, ,ce sont les amorces elles-mgmes 

qui sont modifi6es, de mani^re ^ permettre la capture de 
I'hybride form6 (Demande de Brevet fran?ais 8^ 
Demande de Brevet europ6en MOLECULAR DIAGI' 
n- 297 379) . 

20 Un autre de ces perfectionnements est illustr6 

par la m^thode d^crite dans la Demande de Brevet europ6en 
Syntex, n' 300 796, qui propose une variante de la PCR 
qui augmente la sensibility de cette dernidre, notamment 
en presence de quantit6s tr^s faibles d'acide nucl6ique 

25 sans en augmenter toutefois la sp6cificit6. 

Cependant, 1 'utilisation en routine de la PCR, 
a fait apparaltre un inconvenient important, 116 ^ son 
extreme sensibility, A savoir 1 'Emergence de faux-posi- 
tifs, qui se sont r6v616s gtre li6s, apr^s une analyse 

30 soigneuse des r6sultats, essentiellement ^ une contamina- 
tion de l'6chantillon k analyser par des sequences homo- 
logues . 

Un certain nombre d' articles, parus depuis 
environ deux ans, dfecrivent de tels cas de contaminations 
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et proposent des moyens pour les r6soudre : 

- Y.M.D. LO et al./ dans un article paru dans 
Lancet (1988, ii, 679), font apparaltre cet inconv6nient 
de la reaction de polymerisation en chalne, da k sa sen- 

5 sibilit6 et, pour pallier cet inconv6nient important, 
pr6conisent de prendre un soin particulier dans la prepa- 
ration de la matrice d'ADN avant 1' amplification. 

- R.A. GIBBS et al., dans un article paru dans 
Genes & Development, 1989, 3, 1095-1098, prodiguent les 

10 conseils suivants : isoler tous les rfeactifs utilises 
pour la mise en oeuvre de la PGR, des 6quipements utili- 
ses pour analyser les produits obtenus ; utiliser des 
bouchons a vis et meme aller jusqu'A congeler les conte- 
nus, avant d'effectuer la reaction finale, afin d'6viter 

15 la formation d' aerosols ; limiter le nombre de cycles 
d' amplification au minimum, k la fois pour r6duire le 
risque d' amplifier de petites quantit6s de contaminants 
d6ji presents et pour r6duire la quantity totale de pro- 
duits de reaction et disposer de jeux de pipettes diff6- 

20 rents pour chaque tSche. 

- G. SARKAR et al., dans un article paru dans 
Nature, 1990, 343, 27, proposent, pour 6viter la contami- 
nation, de traiter I'fechantillon aux rayons UV, avant 
d'ajouter la matrice d'ADN k amplifier. 

25 - S. KWOK et al., dans un article paru dans 

Nature, 1989, 339, 237-238, proposent un certain nombre 
de "bonnes pratiques de laboratoire" pour contrfiler et 
pour 6viter la contamination : isoler physiquement les 
preparations et les produits pour PGR (pieces s6par6es, 

30 rayons UV...) ; autoclaver les tampons utilises ; diviser 
les reactifs en petits echantillons afin d'6viter un 
pipetage r6p6t6 ; utiliser des gants de protection ; 6vi- 
ter les projections ; utiliser des pipettes ne provoquant 
I'apparition d'aerosols, etc... 

^5 Cependant, les suggestions propos6es par les 

diff6rents Auteurs pr6cit6s, pour 6viter la contamina- 
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tion, n'envisagent en aucun cas le probl^me des faux- 
positifs dfl a 1 ' amplification de sequences h6t6rologues 
et/ou ^ la presence de debris cellulaires. 

De telles s6quenc?s h6t§rologues, diff6rentes 
5 des sequences cibles a d6tecter, mais cependant de struc- 
tures suffisanunent proches pour entralner una hybridation 
imparfaite entre les amorces sp6cifiques des sequences 
cibles k d6tecter et ces sequences h6t6rologues, sont 
amplifi^es de mani^re exponent ielle comme les sequences 
10 cibles, lors de la PGR. 

En effet, aucune des methodes d' amplification 
et/ou de detection de sequences specif iques d'acides 
nucl6iques de I'Art ant§rieur, qui sont les seules k gtre 
aisement automat isables, ne permet : 
15 1. d'61iminer les sequences h6t6rologues 

amplifi^es exponentiellement lors de la PGR, consequence 
directe de 1 'integration physique des amorces dans les 
brins n§osynth6tis6s, 1 ' amplification de ces sequences 
het6rologues conduisant k 1' Emergence de faux positifs ; 
20 et/ou 

2, de realiser une detection d'acide nucl§ique 
en phase homog^ne, c'est-^-dire ne n6cessitant ni separa- 
tion sur gel d' electrophoreses ni fixation sur un support 
solide de capture, ni utilisation d' amorces nucieoti- 

25 diques modifiees, ni une 6tape d'hybridation avec une 
sonde de detection, 

G'est pourquoi, la Demanderesse s'est en 
consequence donne pour but de pourvoir ^ un precede de 
detection tant qualitatif, semi-quantitatif que quantita- 

30 tif et d' identification de faibles quahtites d'acides 
nucieiques par amplification, notamment en phase homo- 
gene, qui repond mieux aux n6cessites de la pratique que 
les precedes de I'Art anterieur, notamment en ce qu'il 
est facile ^ automatiser, specifique, sensible, rapide et 

35 economique et en ce que la presence de sequences het6ro- 
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logues et/ou de dfebris cellulaires, n'a pratiquement pas 
d' influence sur ladite detection. 

La presente invention a pour objet un proc6d6 
de detection de sequences sp§cifiques d'acide(s) 
nucleique(s) (sequence unique et/ou melange de sequences 
d'acides nucl^iques) pr6sente(s) dans un 6chantillon 
biologique, comprenant au moins une amplification enzyma- 
tique, caracteris6 en ce qu'apr^s mise en solution ap- 
propri^e de 1 '6chantillon biologique pour extraire le/les 
acides nucl6iques, ledit proc6d6 comprend la detection 
d'une sequence d'acide nucl6ique ou d'un melange de se- 
quences k I'aide des etapes suivantes : 

(1) une etape d'enrichissement en sequence (s) 
cibles(s) par : 

15 (a) mise en contact de 1 '^chantillon biologique mis en 
solution, avec au moins une paire d' amorces appropri6es, 
pour amplifier au moins un fragment de ladite/desdites 
sequences d'acide nucl6ique cible, lesdites amorces 
s'hybridant k ladite/lesdites sequences cibles et permet- 
tant d'obtenir une solution d* amplification d'enrichisse- 
ment ; et 

(b) au moins une dilution appropri6e de la solution 
d' amplification d'enrichissement obtenue en (a) ; 

(2) une 6tape de detection des sequences 
25 cibles amplifi6es obtenues, par : 

(c) mise en contact d'une fraction de la solution 
d'enrichissement obtenue en (b) avec au moins une paire 
d' amorces dont au moins I'une des sequences est incluse 
dans la sequence cible amplifi6e en (a) ; et 

30 (d) detection des copies d'acide nucl6ique cible double 
brin obtenues en (c) , par tout moyen appropri6. 

On designera ci-apr6s cette derni^re amplifi- . 
cation sous le nom de "deuxi^me serie d' amplifications". 

Conformement k 1' invention, les 6tapes (a) et 
35 (b) sont r6p6t6es au moins une fois. 



20 
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Selon un mode de mise en oeuvre avantageux de 
1' invention, la dilution de l'6tape (b) est comprise 
entre l/50e et 1/100 OOOe. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
5 de mise en oeuvre, la dilution de l'6tape (b) est com- 
prise entre l/50e et 1/50 OOOe. 

Selon une modality avantageuse de cette dispo- 
sition, la dilution de l'6tape (b) est comprise entre 
l/50e et 1/10 OOOe, de . prfef6rence entre l/200e et 
10 1/5 OOOe. 

Cette dilution permet d' initialiser 1' amplifi- 
cation de detection ^ partir d'un materiel biologique pu- 
rif 16 et ayant les propri6t§s suivantes : 

- il est, d'une part, enrichi en sequences 

15 cibles et 

- il est, d' autre part, appauvri en sequences 
"parasites" ind§sir6es, k savoir en amorces non utilis6es 
de l'6tape (a), en sequences h6t6rologues, en acide 
nucl6ique total par rapport k 1 'fechantillon biologique 

20 initial et en d6bris cellulaires. 

Le fait que les amorces non utilis^es de 
l'6tape (a) sont dilutes, a I'avantage d'6viter une com- 
petition entre les amorces de I'fetape (a) et les amorces 
de l'6tape (c) , au moment de la deuxifeme s6rie 

25 d' amplifications. De plus, ceci permet d'util-'^er moins 
d' amorces lors de la deuxi^me s6rie d'amplif: _ions et 
d'obtenir un meilleur rendement d' incorporation de ces 
derni^res. Ceci pr§sente un avantage important, car les 
amorces de 1 ' amplification de detection sont g6neralement 

30 coateuses et plus difficiles k synth6tiser. 

Cet enrichissement en sequences cibles par di- 
lution de la solution d' amplification de l'6tape (a) per- 
met de mettre les sequences het6rologues qui provoquent 
des faux d6marrages de lecture par hybridation fautive et 

35 les debris cellulaires, dans des conditions peu propices 
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i leur amplification lors de la deuxi^me s6rie 
d' amplifications et lors de la dfetection. 

Le proc6d6 conforme d. 1' invention a notamment 
pour avantage d'augmenter la. specif icit6 du dosage en 
5 abaissant la quant ite d'acide nucl6ique rfesiduaire et des 
sequences h6t6rologues diverses provenant du pr616vement 
biologique . 

Conformement ei 1' invention, les amorces de 
I'fetape (a) sont des sequences nucl6otidiques simple brin 
10 (amorce simple (As)), qui s'hybrident k une s6quence 
cible . 

De telles amorces peuvent 6ventuellement Stre 
modifiees. Ceci permet d'obtenir le cas 6ch6ant, soit une 
amorce de capture, soit une amorce de detection. 

^5 Egalement conform6ment k 1' invention, les 

amorces de l'6tape (c) sont des paires choisies dans le 
groups qui coraprend les paires : amorce modifi6e par un 
syst^me de capture -amorce modifiie par un syst6me de 
detection (Ac-Ad), les paires amorce simple-amorce simple 

20 (Asl-As2) , les paires amorce simple-amorce modifi6e par 
un syst^me de capture (Asl-Ac) , les paires amorce simple- 
amorce modifi6e par un systeme de detection (Asl-Ad) . 

On entend par amorce de capture (Ac), une se- 
quence d'acide nucleique simple brin modifi6e notamment 

25 par au moins une rnoiti^ de paire d' affinity et qui 
s'hybride a une sequence cible / par example, k une 
extr6mit6 de la chalne oligonucl6otidique une ou plu- 
sieurs biotines peuvent §tre fix6es. L' amorce de capture 
peut Egalement §tre un oligonucleotide branch^. 

30 On entend par amorce de detection (Ad), une 

sequence d'acide nucl§ique simple brin modifi6e par un 
systeme de detection et qui s'hybride t une sequence 
cible ; par exemple, 1 ' oligonucleotide peut §tre marque 
en son extremite 5' par un phosphore 32. 

35 Selon un autre mode de mise en oeuvre avanta- 

geux de 1' invention, la quantite d' amorces utilisee au 
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cours de l*6tape (c) (deuxi^me s6rie d' amplifications) 
est nettement inf6rieure ^ la quantity d' amorces utilis6e 
au cours de l'6tape (a) ♦ 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
5 de mise en oeuvre, la quantity d' amorces utilis6e au 
cours de l'6tape (c) est au moins cinq fois plus faible 
que la quantity d' amorces utilis6e au cours de l'6tape 
(a) . 

Le nombre de • cycles de la deuxi^me s6rie 
10 d' amplifications est notamment_ clioisi. en fonction de la 
dilution et de la nature de 1 '6chantillon, de fagon k 
conf6rer a cette deuxieme s6rie d' amplifications, un ca- 
ractdre exponentiel. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avanta- 
15 geux de 1' invention, lorsque la paire d* amorces de 
l'6tape (c) contient une amorce de capture, l'6tape de 
detection (2) comprend : 

(d) la mise en contact de la solution d' amplification de 
detection avec un support appropri6 qui capte les frag- 

20 ments d'acides nucl6iques porteurs de 1' amorce de capture 
(Ac) int6gr6e ; et 

(e) la r6v61ation des copies d'acide nucl6ique cible 
double brin retenues sur ledit support, par tout moyen 
appropri6. 

25 Cette r6v61ation peut §tre r6alis6e soit . cl 

I'aide d'une sonde de detection (amorce de detection ou 
hybridation ult§rieure avec une sonde marquee de mani^re 
appropri6e), soit ^ I'aide 

Dans un tel mode de mise en oeuvre, le syst6me 

30 de capture est avantageusement une moiti6 de paire 
d' affinity • Un tel syst^me permettra S 1 *oligonucl6otide 
de se fixer sur le support possedant 1' autre moiti6 de la 
paire d'af finite. 

On peut citer notamment comme paires 

35 d' affinity, les paires biotine-avidine ou streptavidine, 
d6riv6 de m6tal lourd-groupe thio, divers homopolynucl6o- 
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tides conrnie poly dG-poly dC, poly dA-poly dT et poly dA- 
poly dU ainsi que divers oligonucl6otides de sequences 
sp6cifiques comme dans le cas, par exemple des amorces 
branch^es et les paires antig^ne-anticorps . D'autres 
5 paires de composants peuvent 6galement §tre utilis6es si 
elles pr§sentent une affinity assez forte pour permettre 
la liaison sp6cifique des amorces de capture (Ac) incor- 
por^es dans les copies de I'acide nuclfeique cible au sup- 
port solide ; les ligands. et les conjugu6s peuvent 6tre 
10 parties d'une paire d' affinity.. 

Le syst^me de r6v§lation est avantageusement 
choisi dans le groupe qui comprend les isotopes {^^^1, 
35s, 32p) ^ j^gg fluorophores, un syst^me fluorescent de 
type lanthanide, un syst^me enzymatique colorim6trique 
15 (phosphatase alcaline, peroxydase) , un syst6me enzyma- 
tique fluorimfetrique, luminescent, bioluminescent ou 
61ectrochimique et les composes qui interagissent avec un 
acide nucl6ique double brin, notamment une mati6re colo- 
rante ou un agent intercalant. 
2° Selon une disposition de ce mode de mise en 

oeuvre, lorsqu'une amorce de detection (Ad) est int6gr6e 
dans un brin d' acide nucl6ique cible, au cours de I'fetape 
(c), la detection de l'6tape (e) est r6alis6e k I'aide de 
ladite amorce de detection (Ad) . 
25 Selon une autre disposition de ce mode de mise 

en oeuvre, lorsqu'une amorce simple (As) est int6gr6e 
dans un brin au cours de l'6tape (c) , la r§v§lation de 
l'6tape (e) est r6alis6e soit par hybridation des copies 
d' acide nucl6ique cible double brin retenues sur le sup- 
port avec une sonde de detection appropri^e, soit par 
mise en contact avec un compose qui interagit avec 
I'acide nucl6ique double brin cible, notamment une 
matidre colorante ou un agent intercalant apte k produire 
des modifications spectrales, puis detection desdites 
35 modifications spectrales du compos6 qui interagit avec 
I'acide nucl6ique double brin, par tout moyen approprife. 



30 
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Selon un autre mode de mise en oeuvre du pro- 
c6d6 conforme a 1' invention, lorsque la paire d' amorces 
de l'6tape (c) ne contient pas d' amorce de capture, 
l'6tape de detection (2) comprend : 
5 (d) la revelation directe en phase homog^ne liquide des- 
dites sequences cibles amplifi6es, par mise en contact 
des acides nucl6iques double brin, obtenus aprds les 
6tapes (a), (b) et (c) d6finies ci-dessus, soit avec une 
sonde de detection appropriee, soit avec un compos6 qui 

10 interagit avec un acide nucleique double brin, notamment 
une mati^re colorante ou un agent intercalant apte ^ pro- 
duire des modifications spectrales puis detection des- 
dites modifications spectrales du compose qui interagit 
avec 1' acide nucl6ique double brin, par tout moyen appro- 

15 pri6. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de mise en oeuvre, ledit compos6 est choisi parmi les 
substances pr6sentant une modification physico-chimique 
apr^s liaison avec I'ADN double brin. 

20 On peut citer ^ titre d'exemples non limita- 

tifs de tels composes, le 4 • , 6-diamidino-2-ph6nylindole-2 
(DAPI), le bisbenzimide, l'6thidium, la 9-aminoacridine, 
la proflavine, la quinacrine, la chloroquine, la lucan- 
thone, 1 'hycanthone, la tilorone, le mAMSA, la dauno- 

25 mycine, 1 ' adriamycine, 1 'actinomycine D, la 9-OH N-m6- 
thyl-ellipticine, la mithoxanthrone, la bl6omycine, 
l'6chinomycine, la ditercaline et les d6riv6s de ces com- 
poses, I'HOECHST 33 ainsi que les nucleotides modifies de 
maniere appropriee. 

30 Selon une modalite avantageuse de cette dispo- 

sition, le compose propre k produire des modifications 
spectrales est un agent intercalant fluorescent tel que, 
notamment, le bromure d'ethidium ou un bis-benzimide tel 
que I'HOECHST 33-258. 

35 Un tel mode de mise en oeuvre a I'avantage de 

ne necessiter qu'une mesure directe de 1' acide nucieique 
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double brin marqu^ total present dans la solution pour 
caract6riser la sequence recherchfee. 

Un tel mode de mise en oeuvre a, en outre, 
I'avantage d'61iminer les rfeaqtions de compfetition qui se 
produisent dans les proc6d6s de I'Art ant6rieur n6cessi- 
tant une fixation sur un support du produit d' extension 
double brin obtenu pour la detection de I'acide 
nucl6ique . 

Selon une autre disposition avantageuse de ce 
mode de mise en oeuvre, les dilutions successives d'un 
ADN k tester, et notamment d'un ADN viral ^ tester, sont 
soumises a une premiere serie d' amplifications dans un 
volume convenable contenant au moins deux sequences 
cibles propres a servir de matrices, les quatres d6soxy- 
15 ribonucleosides triphosphates, une quantity appropri6e de 
Taq DNA polymerase, dans une solution tampon appropri6e k 
pH 8,3 contenant une faible quantity (de I'ordre de 
0,01 % p/v) de gelatine, les produits de la premiere 
serie d' amplifications etant ensuite soumis A une 
deuxieme §tape de dilution, puis k une deuxi^me sferie 
d' amplifications dans un milieu d' amplifications qui est 
avantageusement similaire k celui mis en oeuvre dans la 
premiere s6rie d' amplifications et qui contient au moins 
deux sequences cibles propres k servir de matrices, apr6s 
25 quoi le compose propre A produire des modifications spec- 
trales est ajout6 k la solution d' amplifications obtenue 
k la suite de la deuxieme s6rie d' amplifications pour r6- 
v61er I'ADN viral double brin 6ventuellement present dans 
les solutions. 

proc§d6 conforme k 1' invention. pr6sente un 
certain nombre d'avantages sur les proc6d6s de I'Art an- 
t6rieur : 

- une sp6cificit6 accrue ; 

- une diminution du bruit de fond ; 

- sensibilite accrue, dans la mesure oCi 
I'on dilue fortement l'6chantillon apr^s 1' amplification 



20 
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d'enrichissement ; en effet, cette forte dilution per- 
met : 

. d'etre le plus souvent en phase exponen- 
tielle de 1 'amplification uniquement pour les sequences 
5 cibles/ c'est-^-dire lorsque la quantity Q de sequences 
cibles obtenues peut §tre relive au facteur 
d' amplification x et au nombre des cycles n par la for- 
mule Q = Qo (1 + x)^ / 

d' avoir un rapport s6quences 
10 cibles/s6quences non sp^cifiques nettement sup6rieur 4 1 
d^s le d6but de 1 ' amplification de detection ; 

. de diminuer les reactions de competition 
liees aux produits d' extension des acides nucl6iques 
h6terologues et aux composants presents dans le milieu 
15 biologique (d6bris cellulaires, prot6ines, biotine natu- 
relle, acide nucl6ique total initial...). 

Le proc6d6 conforme ^ 1' invention permet 6ga- 
lement de proc6der, au cours de 1 ' amplification de detec- 
tion et ce en mSme temps et dans le m§me tube ^ essai, k 
20 1 'amplification de detection de plusieurs sequences 
cibles k condition d'utiliser comme amorce de capture des 
oligonucleotides branches. Les duplex comportant des 
oligonucleotides branches ont un brin d'ADN monocatenaire 
libre. Ce brin libre d'ADN simple brin permet de realiser 
25 k I'aide d'un oligonucleotide compiementaire attache k un 
support, une fixation selective. 

II faut en outre souligner que la dilution ef- 
fectuee apres la premiere amplification permet de tra- 
vailler avec une concentration en amorces assez faible 
30 pour eiiminer 1' incidence du phenomene de dimerisation et 
d' amplification des amorces qui conduirait k un signal 
parasite ; de plus, la dilution permet d'utiliser moins 
d' amorces et done d' avoir une meilleure specif icite dans 
la phase de revelation de 1 ' amplification de detection. 
35 Le procede conforme k 1 ' invention est notam- 

ment applicable k la detection des maladies g6n6tiques. 
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des maladies infectieuses (virus, parasites, champignons/ 
bact6ries . . . ) et des maladies tumorales tant humaines, 
animales que v6g6tales/ au contr61e des 6chantillons bio- 
logiques ainsi qu'au typage cellulaire. 
5 La presente invention a, en outre, pour objet, 

un coffret, kit ou ensemble coordonnfe, pr§t k I'emploi, 
pour la mise en oeuvre du proc6d6 conforme h 1' invention, 
caract6rise en ce qu' outre des quantites utiles de tam- 
pons et de rfeactifs appropri6s pour la mise en oeuvre de 
10 ladite detection, il comprend au moins ; 

- des doses appropri6es d'au moins une pre- 
miere paire d' amorces appropri§es, pour la realisation de 
I'etape (a) dudit proced§ ; 

- des doses approprifees d'au moins une 
15 deuxieme paire d' amorces appropri6es, pour la realisation 

de I'etape (c) dudit proc^de ; et eventuellement 

- des doses appropri^es d'une sonde appro- 
pri6e, pour la realisation de I'etape (e) dudit proc6de 
et/ou 

20 - des doses appropriees d'au moins un compose 

se liant de maniere non covalente sur un acide nucieique 
dOTible brin tel que, notamment, une matiere colorante ou 
un agent intercalant, apte ^ produire des modifications 
spectrales lorsqu'il est fixe sur un acide nucieique ou 

25 lorsqu'il n'est pas fixe sur un acide nucieique. 

Outre les dispositions qui precedent, 
1' invention comprend encore d'autres dispositions, qui 
ressortiront de la description qui va suivre, qui se re- 
fere k des exemples de mise en oeuvre du procede objet de 

30 la presente invention. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces 
exemples sont donnes uniquement ^ titre d' illustration de 
1' objet de 1 'invention, dont ils ne constituent en aucune 
maniere une limitation. 

Dans les exemples qui suivent, les exemples 1 
k 8 decrivent des modes de mises en oeuvre de I'hybrido 
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essai conforme ^ 1' invention et les examples 9 ^ 11 
d6crivent des modes de mise en oeuvre en phase homog6ne 
(detection en presence d*un agent intercalant) . 
I - Exemples du mode de mise en oeuvre en solution. 
5 A) detection par compost radioactif : 

Exemple 1 : D6tection du virus de papillome 
huaain de type 16 (HPV 16) i l^aide du proc6d4 conforme A 
1' invention, utilisant deux amorces simples (Asl et As2) 
pour 1 'amplification d'enrichissement et une paire 
10 d' amorce Ad- Ac pour 1 'amplification de detection. 

Lors de 1 "hybrido-essai conforme i 
I'invention/ le nombre de cycles au cours de 
1 * amplification d' enrichissement, la dilution et le 
nombre de cycles au cours de 1 * amplification de detection 
15 dependent de la sequence cible ci amplifier et ci detecter 
de la dilution et de la nature de 1 ' 6chantillon. 

L' amplification d' enrichissement peut com- 
prendre, ^ titre d' exemple non limitatif, entre 20 et 40 
cycles, la dilution peut §tre comprise entre 1/200^ et 
20 1/100 0006 et 1' amplification de detection peut com- 
prendre de 3 ^ 15 cycles ; en ce cas, les concentrations 
en amorce, lors de 1 'amplification de detection sont dix 
fois plus faibles que celles de 1 ' amplification 
d'enrichissement, tout en obtenant dans le produit final 
25 un taux d* incorporation tr^s elev6 d' amorce (environ 
75 %) • 

Un autre exemple de mise en oeuvre du proc6d6 
conforme k 1* invention comprend deux s6ries 
d' amplification d'enrichissement qui peuvent, a titre 
30 d' exemple non limitatif, Stre envisag6es comme suit : 

- l^re amplification d'enrichissement (10-40 
cycles), dilution 1/2006 ; 

- 26me amplification d'enrichissement ^ partir 
de la solution obtenue (10-40 cycles), dilution 1/10006 ; 

35 - amplification de detection (3-15 cycles) • 
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- Preparation du support : 

Les supports utilises ici sont des tubes en 
polystyrene i ailettes recouverts dans un premier ten?)s 
par de la s6runi-albumine-bovine (BSA) li6e k de la bio- 
5 tine puis, dans un second temps, par de I'avidine. 

5 g de BSA-biotine dans 500 fil de tampon phos- 
phate (0,05 M pH 7,3) sont incubes 2 heures ii temperature 
ambiante dans les tubes ^ ailettes. Le liquide est vid6 
et remplace par 500 \Ll d'une solution d'avidine & 5 mg/ml 

10 dans le mgme tampon qu'on laisse inculaer deux heures ^ 
temperature ambiante. Les sites libres du support sont 
ensuite bloques par une solution ^ 20 jig/ml d'ADN de 
sperme de hareng denature et sonifie. Les tubes peuvent 
etre conserves dans ce milieu plusieurs semaines cL +4'C. 

^5 - L' amplification d'enrichissement : 

La solution d'ADN a tester est soumise k la 
premiere amplification dans un milieu contenant un volume 
total de 50 ^ll : 50 pmoles de chacune des deux amorces 
Asl et As2, 300 M de chacun des quatre desoxy- 

20 ribonucieosides triphosphates (c'est-^-dire dATP, dCTP, 
dGTP et dTTP) (Boehringer Mannheim), 1,5 mM de MgCl2, 50 
mM de KCl, 10 mM de Tris-HCl pH 8,9, 0,01 % (P/V) de ge- 
latine et 2,5 unites de Tag DNA polymerase (Amersham) . 
Trente cycles d' amplification sont effectues grSce ^ un 

25 appareil automatique (un cycle correspondant ^ 90 s de 
denaturation A 92 'C, 90 s d' hybridation i 50 'C et 120 s 
de polymerisation A 72*C) . 

- L' amplification de detection : 

2 ^11 de chaque echantillon prealablement am- 
30 plifie dans un volume de 50 ^il sont dilues dans 400 ^1 
d'eau. 2 ^.1 de cette solution (soit un l/5000e de 
1' amplification d'enrichissement) sont ensuite soumis k 
1' amplification de detectionde 12 cycles en un volume to- 
tal de 25 ^11 dans le milieu d' amplification precedemment 
35 decrit en presence des amorces modifiees : soit 5 pmoles 
d' oligonucleotide biotinyie en 5' Ac3 et 5 pmoles 
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d' oligonucleotide Ad4 marqu6 en 5' par du -^^p^ 1' activity 
sp6cifique de ladite sonde 6tant volontairement limit6e ^ 
50 000 cpm/pmole ; 1* activity totale par 6chantillon est 
de 250 000 cpm environ. 
5 La figure 1 montre le principe du proc6d6 d6- 

crit dans I'exemple 1. La paire d' amorces de 
1 ' amplification d' enrichissement est representee par les 
amorces simples Asl et As2 ; la paire d* amorces de 
1 'amplification de detection est representee par les 
10 amorces Ad4 marquees en 5' au L' amorce Ac3 bio- 

tinyiee. 

" Fixation sur tube et detection de I'ADN pro- 

duit : 

La totalite des 25 jil issue de 1 ' amplification 

15 de detectionest transferee dans un tube recouvert 
d'avidine contenant 475 ^1 de tampon de fixation ST (NaCl 
0,5 M, Tris-HCl 50 mM pH 9,5). La fixation se d6roule en 
une heure ^ 50 'C. Les tubes sont ensuite vides et rinc6s 
par 1 ml de ST-Tween 20 ^ 1 %, une fois 5 min ^ temp6ra- 

20 ture ambiante, une fois 5 min ci 50 et une fois 5 min k 
50 par 1 ml de ST O.lx-Tween 20 ^ 1 %. 

La radioactivite fixee sur les tubes est en- 
suite comptee directement par effet Cerenkov. Les resul- 
tats sont exprimes par le rapport "R" de I'activite fixee 

25 dans le tube sur I'activite totale de depart (spit 
250 000 cpm environ) . 

Exemple 2 : D6tection du virus du papillome 
hximain de type 16 (HPV 16) d I'aide du proc6d6 conforme i 
1* invention utilisant deux amorces simples Asl et As2 

30 pour 1 * amplification d'enrichissement, une paire Ac3-A84 
pour 1* amplification de detection et une sonde Ad5 pour 
la detection. 

On precede comme dans 1' exemple 1 / la diffe- 
rence porte sur la paire d' amorces de 1 ' amplification de 

35 detection et sur la detection. 
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L' oligonucleotide As4 n'est pas marqu6 est la 
r6v61ation est assur6e, apr6s ci6naturation de 
l'6chantillon a lOO'C, par una hybridation avec 0,1 pmole 
de sonde Ad5 (35-mer) margu6e en 5' par du ^^p^ 
5 L' activity specif ique de la sonde est forte (2,5.10^ 
cpm/pmole) et 1' activity totale par 6chantillon est de 
250 000 cpm environ. 

La sonde marquee Ad5 de revelation est ajout6e 
apr6s transfert de la solution d' amplification de d6- 

10 tection dans un tube recouvert.. d'avidine contenant 475 ]Ll 
de tampon de fixation ST, coirane pr6cis6 dans I'exemple 1. 

Example 3 ; Mise en Evidence de I'ADN d'HPV 16 
dans des biopsies suspectes du col de l'ut6rus. 

L'ADN des biopsies est extrait classiquement 

15 au ph^nol-chloroforme apr^s lyse de la cellule et diges- 
tion des proteines (Maniatis et coll, Molecular cloning, 
A laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 
1982) . Sur les 12 6chantillons, 4 6taient fortement posi- 
tifs {R > 25 %) , 3 etaient positifs (R > 10 %) ; les n6- 

20 gatifs gardant un bruit de fond trks has (R < 1 %) (R 
6tant le rapport de I'activite fix6e dans le tube sur 
1' activity totale de depart) . Les valeurs issues de cette 
technique conforme A 1' invention sont corr616es avec les 
resultats obtenus par hybridation classique sur filtre, 

25 mais presentent, de mani^re inattendue, une sensibility 
nettement sup6rieure. 

Exemple 4 : Mise en Evidence d'HPV 16 dans des 
4couvillonnages vaginaux. 

Les ecouvillonnages vaginaux sont simplement 

30 remis en suspension dans du PBS sterile puis centrifuges. 
Le culot est repris par 200 ^il d'eau et port6 ^ 100 'C 
pendant 15 min. Le surnageant est recup§r6 et congelfe k - 
20'C. Sur 8 6chantillons traites selon le protocole pr6- 
c6demment d^crit (exemple 1), un seul s'est r6v616 fai- 

35 blement positif (R = 2.5 %) , les autres ayant une acti- 
vity comparable k celle des t^moins n§gatifs (R < 1 %) ; 
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ces r6sultats 6tant toujours corr616s avec ceux issus de 
la technique d' hybridation sur filtre. 

Exemple 5 : Utilisation d'une amorce marquee A 

l'iodel25, 

5 De I'ADN de cellules infect§es par le virus 

HPV16 et de I'ADN de cellules non infect6es/ utilise 
comme t6moin nfegatif, ont §t6 soumis ^ une amplification 
d'enrichissement selon le protocole d6crit dans 1' exemple 
1. ■ 

10 Apr^s dilution au 5000e, 1 ' amplification de 

detection est effectuee en presence de 1' amorce de cap- 
ture Ac biotinyl6e et d'un oligonucleotide de detection 
Ad marqu6 a I'iode^^S 5' selon la technique d6crite 
dans le Brevet franpais 88 08240. Le marquage est limits 

15 volontairement k une activity sp6cifique faible 
(375 000 cpm/mole) . La detection du duplex se d6roule se- 
lon le protocole utilis6 pour une amorce marqu6e au ^^p 
d6crit dans 1' exemple 1. Le double brin est fix6 par la 
biotine sur le tube couvert d'avidine. Apr6s rincage, 
20 I'iode-*-^^ est mesur^e par un compteur gamma. 





Result at s 


Rendement de 
comptage R 


(cpm fix6s/cpm total) 


25 


Tl (+) 


(ADN de biopsie 
HPV16 positif) 


21,5 % 




T2 (+) 


(ADN de biopsie 
HPV16 positif) 


16,5 % 




T (-) 


(ADN cellulaire 

HPV16 n6gatif) 


0,4 % 


30 


Bruit de fond en absence d'ADN 


0,04 % 
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B) Detection non-radioactive : 
Exemple 6 : R6v61ation colorim6triqae sur 
plaques de microtitratioa. Utilisation d'une amorce por- 
tant le groupement dinitroph^nyle . 

De I'ADN de cellules infect6es par le virus 
HPV16 et de I'ADN genomique sain ont 6t6 soumis k une am- 
plification d'enrichissement, puis dilu6s selon le pro- 
tocole d6crit (voir exemple 1). L' amplification de dfetec- 
tion est conduite en presence de 1' amorce de capture Ac 
biotinyl6e et d'une amorce Adportant en 5' le groupement 
dinitroph6nyle introduit selon la technique d6crit dans 
le Brevet frangais 88 08240. La detection du duplex com- 
porte plusieurs etapes : 

1. Incubation avec un anticorps antidinitro- 
15 phenyle issu du lapin (Sigma Chemical Co) dans un tampon 

PBS (Phosphate Buffered Saline), Tween 20 1 %, bsa 1 % 
(Bovine Serum Albumine) , 1 heure ci 37'C. 

2. Lavages par 3 x 400 \Ll de tampon PBS Tween 
20 1 %, BSA 1 %, ^ temperature ambiante. 

3. Incubation avec un anticorps dilufe A l/300e 
antilapin couple ^ la phosphatase alcaline (Sigma 
Chemical Co), dans le meme tampon, 1 heure k 37 'C. 

4. Trois lavages avec du PBS, Tween 20 1 %, 
BSA 1 %, a temperature ambiante. 

5. R§v61ation par hydrolyse du phosphate de 
dinitrophenyle (kit Sigma) . Lecture 405 nm. 



25 
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R&sultats 


DO 


Signal /Bruit 


Tl (+) (ADN de biopsie 
HPV16 posit if) 


2,6 


21,6 


T2 (+) (ADN de biopsie 
HPV16 posit if) 


1/9 


15,8 


T (-) (ADN de biopsie 
HPV16 n6gatif) 


0,16 


1.3 


En absence d'ADN 


0,12 


1 



10 Exemple 7 : Autres examples de detection par 

le proc6d6 en solution . 

a) Amplifications : 

Des extraits cellulaires bruts ont 6t6 pr6pa- 
r6s ^ partir de cellules Hela (HPV18 +) et de fibro- 

15 blastes (HPV -) : apr6s centrifugation, le culot cellu- 
laire est repris par 250 \Ll d'eau et chauff6 dix minutes 
^ 100 'C. On 61imine les d6bris cellulaires par une courte 
centrifugation, et on r6cup6re le surnageant qui contient 
les acides nucl6iques solubles. 

20 Une amplification d'enrichissement en HPV18 

est effectu6e dans un milieu PGR classique, en presence 
de 50 pmoles de chacune des amorces. Elle comporte 30 
cycles : d6naturation 94 'C 1 min 30, hybridation 50 
1 min et Elongation 12* C 1 min 30. 

25 Une amplification de detection est conduite & 

partir d'une dilution au l/8006me de la solution 
d'enrichissement • Cette amplification est effectu6e avec 
deux amorces modifi6es : la premiere comporte en 5' un 
r6sidu dinitroph§nyle, c'est 1* amorce de capture, la 

30 deuxi^me un r6sidu biotine, c*est 1' amorce de detection. 
Le milieu d' amplification contient 5 pmoles de chaque 
amorce dans un volume total de 25 ^il. Le nombre de cycles 
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est de 18 : denaturation 94 'C 1 min, hybridation 
55 'C 1 min et Elongation 72 'C 1 min. 

b) Saturation des tubes : 

Des tubes Nunc Startubes petit module sont 
recouverts avec des anticorps anti-DNP dans du tampon 
carbonate/bicarbonate de sodium 0,05 M, pH 9,5, MgCl2 
1 mM, pendant une nuit ^ 37-C. ' Les sites libres sont 
ensuite satures par une solution de BSA 2 % dans le mime 
tampon pendant 3 heures k temperature ambiante. Les tubes 
sont ensuite laves 5 minutes dans du PBS, et conserv6s 
dans ce meme tampon a 4"C. 

c) Fixation des produits d' amplification : 

On fixe 15 \il des produits d' amplification de 
detection dans 500 ^il de PBS pendant deux heures d. 37 'C. 
15 On effectue ensuite un lavage de 5 min dans 500 ^1 de 
PBS/BSA, 0,1 %/Tween 20 4 % puis deux lavages de 5 min 
dans du PBS. 

On proc^de ensuite a une saturation courte de 
BSA (solution i 3 % dans du PBS) : une heure A 37 'C. On 
20 lave 5 min avec du PBS. 

On fait reagir la solution d ' avidine-phospha- 

tase alcaline (dilution au l/125006me dans du PBS) . La 

fixation de ce complexe se fait en trente minutes A 

temperature ambiante. Elle est suivie par trois lavages 
25 de 5 min dans du PBS. 

d) Detection par fluorescence : 

Le substrat de la phosphatase alcaline utilise 
est le 4-methylumbelliferyl phosphate. A la suite de la 
coupure du phosphate par 1' enzyme, le substrat devient 
30 fluorescent. La longueur d'onde d' excitation est de2 
374 nm et la longueur d'onde d' emission de la fluores- 
cence est de 450 nm. 

On prepare une solution stock de substrat 
0,05 M dans du tampon TRIS 0,1 M, pH 9,5, NaCl 0,1 M, 
MgCl2 5 mM. La solution de travail est obtenue par dilu- 
tion au l/300eme de la solution stock. On en utilise 



35 
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500 \il par tube. On laisse reagir 1' enzyme 15 min puis on 
mesure la fluorescence bleue tr6s intense. 
R6glage du fluorimetre : 0 % sur le tampon 

100.% sur I'ADN positif 
5 Mesure de I'ADN n6gatif : 2 % 
Mesure du blanc : 2 % 

e) Detection par luminescence : 
Le substrat de luminescence est un d6riv6 des 
diox6tanes : 1 ' adamantyl-1, 2-diox6tane phosphate. La 
10 luminescence est directement d^pendante de 1 'action de 
1' enzyme : la coupure du phosphate provoque la formation 
d'un anion instable qui se scinde. Cette coupure cr6e un 
nouvel anion active qui est responsable de la lumi6re 
emise. 

15 On dispose d'une solution stock k 10 mg/ml. 

Cette solution est diluee 100 fois dans du tampon carbo- 
nate/bicarbonate de sodium 0,05 M, pH 9,5, MgCl2 1 mM. On 
en utilise 500 ^il par tube. On laisse r6agir 10 min puis 
on mesure la lumiere dans un luminom^tre. 
20 Signal de I'ADN positif : 245 

Signal de I'ADN n^gatif : 4 
Signal du blanc : 1,8 
Cette m§thode de detection atteint presque les 
valeurs de sensibility des m6thodes radioactives . Elle 
25 est une mfethode de choix pour une detection non-radioac- 
tive. 

f) Detection par colorim^trie : 
Le substrat utilis6 pour la phosphatase alca- 
line est le p-nitroph6nyl phosphate. La perte du phos- 
phate par action enzymatique conduit k un compost jaune 
dont on mesure la density optique a 4 05 nm. 

On dissout deux pastilles de substrat phospha- 
tase Sigma 104 dans 10 ml de tampon di6thanolamine 
0,8 M, MgCl2 5 mM, pH 9,8. On utilise 500 ^il par tube. On 
laisse r6agir 10 minutes 4 1' obscurity, et on arr§tre la 
reaction par addition de 250 ^1 de soude 2N. 
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Mesure de I'ADN positif : 0,32 O.D, 
Mesure de I'ADN n6gatif : 0,02 O.D. 
Mesure du blanc : 0,01 O.D. 

II - Exemples du mode de mige en oeuvre en phase homo- 
5 g^ne . 

Exemple 8 : Detection de l'JU>N du virus de 
papillome humain de type 16 (HPV 16) A I'aide du mode de 
mise en oeuvre en phase homogtoe conforme k 1' invention. 

Les diff6rentes solutions d'ADN k tester ont 

10 ete soumi_s.^s. k une premiere amplification dans un milieu 
contenant en un volume total de 50 jil : 50 pmoles de cha- 
cune des deux amorces Al et A2, 200 \m de chacun des 
quatre desoxyribonucl6osides triphosphates (c'est-^-dire 
dATP, dCTP, dGTP et dTTP) ( Boehringer Mannheim), 1,5 mM 

15 de MgCl2, ^0 mM de KCl, 10 mM de Tris-HCl pH 8,3, 0,01 % 
(P/V) de gelatine et 2,5 unites de Taq DNA polymerase 
(Amersham) . Trente cycles d' amplification sont effectu6s 
gr§ce k un appareil automatique (un cycle correspondant k 
90 s de d6naturation k 94'C, 90 s d' hybridation k 50' C et 

20 120 s de polymerisation k 12' C) . 

1 Hi de chaque ^chantillon pr6alablement am- 
plifie est dilu6 dans 100 \Ll d'eau. 1 ^il de chaque solu- 
tion (1/2 500®) est ensuite soumis k une deuxi^me s6rie 
d' amplifications de 15 cycles en un volume total de 25 \Ll 

25 dans le milieu d' amplification pr6c6demment d6crit et 
contenant 5 pmoles des deux amorces Bl et B2. 

A 20 \il de solution d' amplification, on ajoute 
1 \il de bromure d'6thidium k 5 ng/ml (soit 5 ng) ; on 
agite, puis on observe les tubes sous U.V., k 254 nm. 

30 Seules les solutions contenant de I'ADN viral de HPV16 
6mettent une fluorescence observable. Cela permet une 
discrimination rapide entre les 6chantillons positifs et 
n6gatif s . 

Les r6sultats obtenus correspondent k ceux 
35 obtenus avec le gel de contr61e. 
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Exemple 9 D6tection d'ADN viral de HFV18 
contenu dans un plasmide. 

On prepare des dilutions successives d'ADN 
plasmidique de pBr322 conten^nt ou non I'ADN viral de 
5 HPV18. On obtient ainsi les concentrations de 20, 10, 1 
et 0,1 ng d'ADN pour 1 |il. 

Les huit solutions d'ADN ainsi obtenues sont 
soumises ^ amplification dans un volume de 25 |il conte- 
nant 3 pmoles de chacune des deux amorces A^ et A2, les 
10 quatre de-soxyribonucl6osides ^triphosphate (200 ^IM) , du 
MgCl2 1,5 mM, du KCl 50 mM, du TRIS-HCl pH 8,3 10 mM, de 
la gelatine 0,01 % (p/v) et 0,25 unit§ de Taq DNA polyme- 
rase. Quinze cycles d' amplification sont effectu6s, ^ 
I'aide d'un appareil automat ique : d§naturation a 94 'C 
15 pendant 1 minute 30, hybridation ^ 55 "C pendant 1 minute 
30 puis elongation k 12* C pendant 1 minute. 

A la fin de ces quinze cycles, on ajoute dans 
chacun des tubes 1 |ll de solution de bromure d'6thidium ^ 
5 |ig/ml (soit 5 ng) , on agite rapidement puis on observe 
20 les tubes sur une table lumineuse UV 254 nm. 

Les tubes contenant les solutions d' amplifica- 
tion de plasmide avec I'ADN viral (20, 10 et 1 ng) fluo- 
rescent nettement, celui contenant 0,1 ng de plasmide 
avec ADN viral fluoresce 16g6rement et ceux contenant le 
25 plasmide seul ne donnent aucun signal. 

La detection au bromure d'ethidium du produit 
de 1' amplification d'un ADN tr^s purifie et tr^s dilu6 
est realisee immediatement apr^s 1 ' amplification et donne 
un rfesultat tr^s signif icatif • 
30 Exemple 10 : Autres exemples de detection en 

milieu liquids direct : 

1) Utilisation d'un bis-benzimide (denomm6 
"HOECHST 33-258") : 

a) detection de I'ADN du virus du HIV 
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(Syndrome de 1 ' Immuno D6f icience Acquise) . 

1 [Ll d'ADN provenant de lymphocytes ou mono- 
cytes de sujets sains ou porteurs du virus, de rate de 
sujet porteur du virus, de plasmide contenant un insert 
provenant de la souche HIVl/lav sont soumis ^ une ampli- 
fication primaire, dans un volume de 50 ^1, comme d6crit 
dans I'exemple 1. 

1 M-l de chaque 6chantillon pr6alablement am- 
plifi§ est dilu§ dans 200.^1 d'HgO. 2 jil de cette solu- 
tion sont soumis i. une denxi,§jae amplification de 25 
cycles dans'un volume final de 25 ^1 avec les amorces Bl 
et B2. 

20 111 de cette solution sont ensuite dilu6s 
dans 1 ml de tampon Tris HCl 50 mM, pH 7,4 NaCl 2M conte- 
nant 1 ^1 final de HOECHST 33-258. 

Apr^s agitation, la fluorescence est mesur^e 
dans un spectrifluorimdtre Perkin Elmer LS5 (excitation 
360 nm, Emission 450 nm) . L'appareil est pr6alablement 
etalonne avec diffferentes dilutions d'ADN double brin. 
gamme 6talon : 

0,75 ^g 0,35 Hg 0,19 \Lg 0,01 0 \lg ADN 

100 % 30 % 15 % 9 % 0 % 

On utilise deux jeux de primers diff6rents dans le g6ne 
tat et dans le gene pol de HIVl. 





TEMOIN H2O 


LyMPHO+ 


LYMPHO- 


RATE+ 


PLASMIDE + 


SOLUTION 




++ 




++ 


+++ 


FILTRE 




++ 




++ 


+++ 
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R6sultats de tat : 





TEMOIN H2C 


LYMPHO+ 


LYMPHO- 


MONO+ 


PLASMIDE + 


SOLUTION 




++ 




+ 


+++ 


FILTRE 




++ 








+++ 



b) Detection de I'ADN du virus du Papillome 
Humain de types 16 et 18. . 

5 |il d'une solution de sumageant de cellules 
HPV 18+ (HELA) et HPV 16+ (CASKI) , (10^ cellules dans 
10 250 ^il d'H20), et de fibroblastes n6gatifs pour rt 
soumis a une amplification comme d6crit pr^ aci.rimenu* 
Apres une dilution au 200eme, 2 ^1 sont soumis k une am- 
plification secondaire et mesur6 par fluorescence. 
gamme 6talon : 

15 1,5 ^ig 0,75 ^ig 0,38 ^ig 0,19 ^ig 0,1 ^ig 0 ^ig ADN 
100 % 48 % 20% 8% 2% 0% 

HPV 16 : 





TEMOIN 


FIBROBLASTES 


CASKI 


SOUTHERN 






+++ 


SOLUTION 






+++ 


HPV 18 : 




TEMOIN 


FIBROBLASTES 


HELA 


SOUTHERN 






+++ 


SOLUTION 






+++ 



25 2) Utilisation du DAPI : 

a) Detection de HPV 18 : 

M§me protocole que celui de I'exemple pr6c6- 
dent ; on teste deux dilutions diff6rentes : 1/50 et 
1/200. 
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La fluorescence est mesur6e dans un tampon 
Tris HCl 5 mM, pH 7,6, NaCl 8 mM, contenant 0,2 ng/ml de 
DAPI (excitation 372 nm, Emission 454 nm) . 
gamme 6talon : 

1.5 \lg 0,75 ^lg 0,38 ^ig 0,19 \lg 0,1 jig o Jig 
* 50 % 24 % 12 % 6 % 0 % 

HPV 18 : 





TEMOIN 


FIBROBLASTES 


SOLUTION 1/200 


++ 




SOUTHERN 


++ 





10 



15 



M§me protocole que exemples pr6c6dents. 

gamme 6talon : 

2 ^lg 1 ^lg 0,5 fig 0,25 fig 0,12 jig 
% 100 48 20 10 6 

HIVl : 



0 Jig 
0 







TEMOIN 


LyMPHO+ 


M0NO+ 


LYMPHO- 


PLASMIDE+ 


20 


SOUTHERN 




++ 






+++ 




SOLUTION 




++ 
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Des experiences pr61iminaires ont montr6 
qu'une dilution au 1/106 entralnent un bruit de fond 
important avec un signal bas apr%s la liaison des 
hybrides k la matrice d'affinit6 et ce, ind6pendamment du 
nombre de cycles de la deuxi^me s6rie d' amplifications. 
Ceci peut s'expliquer par le fait que la PGR est habi- 
tuellement r6alis6e en presence d'un exc6s important 
d'amorces et qu'aprds une dilution au 1/106, la quantity 
d'amorces d- amplification encore pr6sente en solution, 
elevee. Au cours de la 



est 



deuxi^me s6rie 
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d' amplifications, il se produit alors une competition 
entre les amorces d' amplification et les amorces de 
detection conduisant k une diminution de l'efficacit6 de 
la PGR, Des concentrations 61ev6es en amorces peuvent 
5 6galement conduire a la formation d* amorces dimeres. 

La presence de debris cellulaires peut 6gale- 
ment conduire a une inhibition partielle de la reaction 
lorsque la PGR est r6alis6e sur des 6chantirions d'ADN 
brut et une dilution au L/106 n'est pas suffisante pour 
10 les 61iminer. Les valeurs de bruit de fond sont obtenues 
en mesurant 1 ' amplification de sequences non-sp6cif iques . 
Le signal sp6cifique est alors d6fini comme le nombre de 
coups d'une amplification specif ique apr^s soustraction 
de la valeur de bruit de fond. On estime la sensibility 
15 de la procedure par la mesure du pourcentage de fixation 
de signal sp6cifique. Les r6sultats sont repr6sent6s sur 
la figure 3. La sensibilitfe de detection est etablie en 
fonction du nombre de cycles. 

La figure 3 qui comporte en abscisse le nombre 
20 de cycles et en ordonn6e le pourcentage de fixation 
montre des PGR r§alis§es sur des cellules HPV 18+ (Hela 
A, O) et des cellules HPV 18- (BJAB, A, •) . La 

premiere amplification est r^alisee sur des cellules 
(2.10^) dans un volume de 100 )il. Apres une dilution au 
25 1/lOe (O, une dilution au 1/2006 (A, A) et au 

1/2 OOOe {U, ■) , les 6chantillons sont soumis k une 
deuxi^me amplification en presence d'une amorce marquee k 
I'iode 125 et d'une amorce biotinyl§e. Les hybrides sont 
r6cup6r6s et la radioactivity est mesur6e. L' activity 
30 totale est de 71 000 cpm/tube, la valeur representee est 
le pourcentage de radioactivity fixee. 

Lorsque la dilution est portee respectivement 
au l/200e (A, A), et au 1/2 OOOe ■) , le nombre de 

copies de la sequence cible presentes au moment de la 
35 deuxieme amplification sont initialement inferieures et 
entrainent une meilleure efficacite de la PGR. La phase 
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exponentielle est alors plus importante et le plateau est 
atteint apr^s 20 et 25 cycles respect ivement. En compa- 
raison le bruit de fond coiranence k augmenter exponentiel- 
lement apr^s 16 et 20 cycles. 

Ainsi que cela ressort de ce qui pr6c6de, 
1' invention ne se limite nullement k ceux de ses modes de 
mise en oeuvre, de realisation et d' application qui vien- 
nent d'etre decrits de fa?on plus explicite ; elle en em- 
brasse au contraire toutea les variantes qui peuvent ve- 
nir k 1* esprit du technician, en. la mati^re/ sans 
s'6carter du cadre, ni de la port6e, de la pr6sente in- 
vention . 



wo 90/15881 



PCr/FR90/00410 



31 

REVENDICATIONS 

1*) Proc6d6 de detection de s6quences sp6ci- 
fiques d'acide(s) nucl6ique(s) (sequence unique et/ou m6- 
lange de sequences d'acides nucl6iques) presents (s) dans 
5 un 6chantillon biologique, comprenant au moins une ampli- 
fication enzymatique, caract6ris6 en ce qu'apr^s mise en 
solution appropriee de 1 *6chantillon biologique pour 
extraire le/les acides nucl6iques, ledit proc6d6 comprend 
la detection d'une sequence d'acide nucl6ique ou d'un 
10 melange de s6quences ^ I'aijia daa Stapes suivantes : 

(1) une §tape d'enrichissement en quence(s) 
cibles(s) par : 

(a) mise en contact de 1 ' 6chantillon biologique mis en 
solution, avec au moins une paire d' amorces appropri^es, 

15 pour amplifier au moins un fragment de ladite/desdites 
sequences d'acide nucl6ique cible, lesdites amorces 
s'hybridant ^ ladite/lesdites sequences cibles et permet- 
tant d'obtenir une solution d' amplification 
d'enrichissement ; et 

20 (b) au moins une dilution appropri6e de la solution 
d' amplification d'enrichissement obtenue en (a) ; 

(2) une §tape de detection des sequences 
cibles amplifi^es obtenues, par : 

(c) mise en contact d'une fraction de la solution 
25 d'enrichissement obtenue en (b) avec au moins une paire 

d' amorces dont au moins I'une des sequences est incluse 
dans la sequence cible amplifi^e en (a) ; et 

(d) detection des copies d'acide nucl6ique cible double 
brin obtenues en (c) , par tout moyen appropri6. 

30 2*) Proofed^ selon la revendication 1, caract6- 

ris6 en ce que les 6tapes (a) et (b) sont ' r6p6t6es au 
moins une fois. 

3') Proc6d6 selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, caract6ris6 en ce que la dilution de 

35 l'6tape (b) est comprise entre l/50e et 1/100 OOOe, 
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4') Proc6d6 selon la revendication 3, caract6- 
ris6 en ce que la dilution de l'6tape (b) est comprise 
entre l/50e et 1/50 OOOe. 

5°) Proc6d6 selon. la revendication 3 ou la 
revendication 4, caract6ris6 en ce que la dilution de 
l'6tape (b) est comprise entre l/50e et 1/10 OOOe, de 
pr6f6rence entre l/200e et 1/5 OOOe. 

6*) Proc6d6 selon I'une quelconque des reven- 
dications 1^5, caract6ris6 en ce que les amorces de 
I'^tape (a) sont des sequences nucl6otidiques simple brin 
(amorce simple (As)), qui s'hybrident k la sequence cible 
appropriee . 

7*) Proc§d6 selon I'une quelconque des reven- 
dications 1^6, caract6ris6 en ce que les amorces de 
15 l'6tape (c) sont des paires choisies dans le groupe qui 
comprend les paires : amorce modifiee par un syst^me de 
capture-amorce modifi§e par un syst^me de detection (Ac- 
Ad) , les paires amorce simple-amorce simple (Asl-As2) , 
les paires amorce simple-amorce modifi6e par un systdme 
20 de capture (Asl-Ac) , les paires amorce simple-amorce 
modifiee par un syst^me de detection (Asl-Ad) . 

8') Proc6d6 selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 k 1, caract6rise en ce que la quant it6 
d' amorces utilisSe au cours de l'6tape (c) (deuxi6me 
25 s6rie d' amplifications) est nettement inferieure i la 
quantity d'amorces utilis6e au cours de l'6tape (a). 

9') Proc6d6 selon la revendication 8, caract6- 
ris6 en ce que la quantity d'amorces utilis§e au cours de 
l'6tape (c) est au moins cinq fois plus faible que la, 
quantite d'amorces utilisee au cours de I'etape (a). 

10") Proc§d6 selon I'une quelconque des reven- 
dications 1^9, caract§rise en ce que lorsque la paire 
d'amorces de I'etape (c) contient une amorce de capture, 
l'6tape de detection (2) comprend : 

(d) la mise en contact de la solution d' amplification de 
detection avec un support appropri6 qui capte les frag- 
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ments d'acides nuclfeiques porteurs de 1' amorce de capture 
(Ac) int^grfee ; .at 

(e) la r6v61ation des copies d'acide nucl6ique cible 
double brin retenues sur ledit support, par tout moyen 
5 approprife, 

11") Proc6d6 selon la revendication 10, carac- 
t6ris6 en ce que lorsqu'une amorce de detection (Ad) est 
int6gr6e dans un brin d'acide nucl6ique cible, au cours 
de I'etape (c) , la detection de l'6tape (e) est r6alis6e 
10 ^ I'aide de ladite amorce de detection (Ad). 

12') Proc6d§ selon la revendication 10, carac- 
t6ris§ en ce que lorsqu'une amorce simple (As) est int6- 
gr6e dans un brin au cours de l'6tape (c) , la r6v61ation 
de l'6tape (e) est realisee soit par hybridation des 
15 copies d'acide nucl6ique cible double brin retenues sur 
le support avec une sonde de detection appropri§e, soit 
par mise en contact avec un compose qui interagit avec 
I'acide nucl6ique double brin cible, notamment une 
mati^re colorante ou un agent intercalant apte ci produire 
20 des modifications spectrales, puis detection desdites 
modifications spectrales du compost qui interagit avec 
I'acide nucl6ique double brin, par tout moyen appropri6, 

13") Proc6d6 selon I'une quelconque des reven- 
dications 14 9, caracteris6 en ce que lorsque la paire 
25 d' amorces de l'6tape (c) ne contient pas d' amorce de 
capture, l'6tape de detection (2) comprend : 
(d) la r6v61ation directe en phase homog^ne liquide des- 
dites sequences cibles amplifi6es, par mise en contact 
des acides nucl6iques double brin, obtenus apr^s les 
30 6tapes (a) , (b) et (c) d^finies ci-dessus, soit avec une 
sonde de detection appropri6e, soit avec un compost qui 
interagit avec un acide nucl6ique double brin, notamment 
une mati^re colorante ou un agent intercalant apte k pro- 
duire des modifications spectrales puis detection des- 
35 dites modifications spectrales du compos6 qui interagit 
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avec I'acide nucl6ique double brin, par tout moyen appro- 
pri6, 

14*) Proc6de selon la revendication 13, carac- 
teris6 en ce que ledit compost est choisi parmi les sub- 
5 stances pr6sentant une modification physico-chimique 
apr6s liaison avec I'ADN double brin. 

15") Proc6d6 selon la revendication 13 ou la 
revendication 14, caract6ris6 en ce que le composfe propre 
a produire des modifications spectrales est un agent 

10 intercalant fluorescent tel. que^ notamment, le bromure 
d'6thidium ou un bis-benzimide, 

le'*) Proced6 selon I'une quelconque des reven- 
dications 13 k 15, caract6ris6 en ce que les dilutions 
successives d'un ADN k tester, et notamment d'un ADN 

15 viral ^ tester, sont souraises k une premifere s6rie 
d* amplifications dans un volume convenable contenant au 
mo ins deux sequences cibles propres k servir de matrices, 
les quatres d§soxyribonucl6osides triphosphates, une 
quantite appropriee de Taq DNA polymerase, dans une solu- 

20 tion tampon appropriee ^ pH 8,3 contenant une faible 
quantity (de I'ordre de 0,01 % p/v) de gelatine, les pro- 
duits de la premiere s6rie d' amplifications §tant ensuite 
soumis k une deuxi^me 6tape de dilution, puis k une 
deuxieme serie d' amplifications dans - un milieu 

25 d' amplifications qui est avantageusement similaire k 
celui mis en oeuvre dans la premiere s6rie 
d' amplifications et qui contient au moins deux sequences 
cibles propres k servir de matrices, apres quoi le com- 
pose propre k produire des modifications spectrales est 

30 ajoute k la solution d' amplifications obtenue k la suite 
de la deuxieme serie d' amplifications pour r6v61er I'ADN 
viral double brin eventuellement present dans les solu- 
tions. 

17°) Coffret, kit ou ensemble coordonn6, pr§t 
35 k I'emploi, pour la mise en oeuvre du proc6d6 selon I'une 
quelconque des revendications 1 A 16, caract6ris6 en ce 
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qu' outre des quantit6s utiles de tampons et de r6actifs 
appropri6s pour la mise en oeuvre de ladite d6tection, il 
comprend au moins : 

- des doses appropri6es d'au moins une pre- 
5 mi^re paire d' amorces appropri6es, pour la realisation de 

l'6tape (a) dudit proc6d6 ; 

- des doses appropri6es d'au moins une 
deuxi^me paire d' amorces appropri^es, pour la realisation 
de l'6tape (c) dudit proc6d6 ; et 6ventuellement 

^0 - des doses appropriees d'une sonde appro- 

pri6e/ pour la realisation de l'6tape (e) dudit proc§d6 
et/ou 

- des doses appropriees d'au moins un compose 
se liant de maniere non covalente sur un acide nucieique 

15 double brin tel que, notamment, une matiere colorante ou 
un agent intercalant, apte k produire des modifications 
spectrales lorsqu'il est fixe sur un acide nucieique ou 
lorsqu'il n'est pas fixe sur un acide nucieique. 

18*) Application du precede selon I'une quel- 

20 conque des revendications 1 ^ 16, ^ la detection des 
maladies genetiques tant humaines, animales que veg6- 
tales. 

19*) Application du precede selon I'une quel- 
conque des revendications 1 S 16, ^ la detection des 
25 maladies infect ieuses tant humaines, animales que veg6- 
tales. 

20*) Application du procede selon I'une quel- 
conque des revendications 1 ^ 16, ^ la detection des 
maladies tumorales tant humaines, animales que vegetales. 
30 21*) Application du procede selon I'une quel- 

conque des revendications 1 ^ 16, au contrdle des echan- 
tillons biologiques. 

22°) Application du precede selon I'une quel- 
conque des revendications 1 16, au typage cellulaire. 
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